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摘  要 
I 
摘  要 
Prader–Willi 综合症(简称 PWS)是一种 常见的由遗传引起的肥胖症，其
显著的临床表征是病人无法控制的饥饿感和过度饮食。遗传学的研究以及 新的
证据证实了 Snord116 是导致 PWS 的 关键的基因。本实验室前期构建了
Snord116 基因敲除小鼠，对该种小鼠进行了多方面的研究和测量。Snord116 基
因敲除小鼠一个丰常值得关注的表征是：该种小鼠饱食情况下 Ghrelin 的水平是




在 Snord116 基因敲除小鼠中进一步敲除 Ghrelin 基因，检测 Ghrelin 是 Snord116
敲除小鼠过食行为的必要条件。 
PWS 病人 Ghrelin 的水平为正常值的 3 倍，本文利用免疫荧光和 RT-PCR 的
方法分别在细胞水平和mRNA水平上对Ghrelin水平升高的原因进行了初步的探
索。免疫荧光显示 Snord116 基因敲除小鼠胃内 Ghrelin 细胞的形态、大小、分布
的位置以及数量较野生型小鼠没有明显的区别。RT-PCR 测定胃内 Ghrelin mRNA 




文利用甘油梯度离心的方法确定了 Snord116 复合物的大小约在 700KD，比一般
























    Prader-Willi syndrom is the most common hereditary disease of obesity，and one 
of the most significant clinical manifestations is persistent hunger and hyperphagia 
(over eating). Genetic research and the latest evidences confirm that Snord116 is the 
most critical gene for PWS. In our previous work we generated the Snord116 
knockout mice, which manifested the major abnormalities observed in PWS 
patients,such as developmental delay, motor learning deficiency and overeating 
behavior. In addition, an intriguing phenotype is that the plasma ghrelin level in 
well-fed Snord116-del mouse is three times more than that of the normal level, which 
is equivalent to the level of wide type mouse after 24h of fasting. A similar level of 
hyperghrelinemia is also reported in PWS patients.Currently, ghrelin is the only 
known “hunger hormone”, which can trigger eating behavior in human and animals. 
Whether the elevatory ghrelin is the underlying cause for the lack of satiety and 
overfeeding behavior in PWS patients is not clear.To clarify this problem,two 
constructs were made for generating ghrelin knockout mouse and ghrelin transgenic 
mouse. In near future, we plan to cross ghrelin knockout mice with Snord116-del 
mice, and to test if ghrelin is necessary for the overfeeding behavior in Snord116del 
mice. 
    In this study,a preliminary exploration on the cause for the elevated ghrelin level 
was made at the cellular and mRNA levels by using immunofluorescence and 
qRT-PCR methods. The result of immunofluorescence showed that the ghrelin cells in 
the stomach of Snord116-del mice have no obvious abnormality in their morphology、
size、distribution、and density. Quantitative RT-PCR showed that Snord116-del mouse 
has the same quantity of ghrelin mRNA as the WT mouse, which is consistent with 
the result of the immunofluorescence assay. Thus, we infer that the reason for the rise 
















    Snord116 is a non-coding small nucleolar RNA whose biological function is not 
clear.Canonical small nucleolar RNAs functions in a protein-RNA complex to guide 
the 2'-O-methylation of RNA targets such as rRNA and snRNA.In this study, we 
determined that the Snord116 complex is about 700KD, and it is very big relative to 
the canonical small nucleolar RNA complex,which suggested that Snord116 complex 
may have special functions. 
    Snord116 is highly expressed in the neurons in brain,we speculate that 
Snord116-del mouse may have developmental anomaly of the nervous 
system,particularly in the stomach.In this article we stained the myenteric plexus in 
whole-mount preparation of stomach with cuprolinic blue for enteric neurons and 
antibody against P2X3,which is a neuroreceptor for pain and mechanical stimuli.These 
studies showed that Snord116-del mice are grossly normal for enteric nervous system 
in stomach.  
 

















Prader-Willi 综合征（Prader-Willi syndrome，PWS） 
饥饿激素（ghrelin，Ghrl） 
生长激素促分泌素（growth-hormone secretagogues，GHSs） 
生长激素释放激素（growth hormone releasing hormone，GHRH） 
Ghrelin 酰基转移酶（Ghrelin O-Acyltrasferase，GOAT） 
激素原转化酶（prohormone convertase 1/3，PC1/3） 
白喉毒素（diphtheria toxin，DT） 
蓝色荧光蛋白（Cyan fluorescent protein，CFP） 
4,6-二脒基-二苯基吲哚（4,6-diamino-2-phenyl indole，DAPI） 
二甲基亚砜（Dimethylsulphoxide，DMSO） 
十二烷基磺酸钠（Sodium dodecyl sulfonate，SDS） 
磷酸缓冲液（Phosphate-buffered saline，PBS） 
二硫苏糖醇（DL-Dithioerythreitol，DTT） 
乙二胺四乙酸（Ethylene diaminetetracetic acid，EDTA） 
小牛血清白蛋白（Bovine Serum Albumin，BSA） 
DMEM 培养基（Dulbecco’s Modified Eagles’ Medium，DMED） 
胸腺嘧啶核苷激酶（thymidine kinase，TK） 
内部核糖体进入位点（Internal Ribosome Entry Site，IRES） 
新霉素（neomycin，Neo ） 
胚胎干细胞（embryonic stem cell，ESC ） 
饲养细胞（feeder cell） 
APES （3-Aminopropyl-Triethoxysilane 3-氨丙基-3-乙氧基甲硅烷） 
苏木精 - 伊红染色法 ( hematoxylin-eosin staining，HE 染色 )  
白血病抑制因子（Leukemia Inhibitory Factor，LIF） 
丝裂霉素 C（Mytomycin C） 

















1.1 Prader–Willi 综合症 
    随着社会的发展和人们生活的富裕，肥胖成为越来越常见的现象。在美国，
一半的成年人和 20%的儿童体重过重[1]，在中国据 2008 年的统计，体重过重的
成年人已达到 22.8%，其中肥胖症已达到 7.1%[2]。肥胖症会引起 II 型糖尿病，
心血管疾病等等多种并发症，已经成为一个严重的社会问题。部分肥胖症存在遗
传因素，其中 Prader-Willi syndrom(PWS)是一种 常见的由遗传引起的肥胖病。 
      Prader–Willi 综合症(简称 PWS)在人群中的发病率在 25,000 分之一到









2 生殖功能低下：无论男性或女性的 PWS 患者，其生殖功能低下表现为终
生生殖器官发育不全，青春期发育不良，绝大多数患者不育。[5]男性患者中，单
边或双边隐睾症占 80-90%。变音较弱，胡须和体毛很少。女性患者中，青春期
推迟或发育不全很常见，初潮有可能推迟至 30 岁，并常有闭经和少经现象。 
3 活动和认知推迟：PWS 患者的活动和认知能力获得较晚，要比正常人长一
倍的时间。学龄期其认知能力的不足表现的很明显。大多数 PWS 患者的 IQ 在
60-70 之间，约 40%表现为轻度智力迟钝或低智商，20%表现中度智力迟钝。[6-8]
大多数患者有各种各样严重的学习困难。 



























1.2 Snord116 基因敲除小鼠 
1.2.1 Snord116 基因敲除小鼠的构建 
遗传学的研究表明 PWS 是由于第 15 号染色体 Ch15q11.2 区域的基因缺失或
不表达造成的[24]。通过对稀有的染色体转位和小片段缺失病例的研究，美国斯
坦福大学的 Uta Francke 实验室己经将 关键的基因缺失区域从 4Mb 定位到
~100Kb 的区间。[25-26]这一区间有 27 个拷贝的非编码核酸基因（Non-coding RNA) 
Snord116/HBII-85。 近报道的两起 PWS 新病例，缺失仅仅限于 Snord116 区域
[27，28]，进一步证实了 Snord116 是导 PWS 的 关键的基因。 
    本实验室前期工作包括构建了 Snord116 基因敲除小鼠，对其进行了生长发
育、神经行为学、进食、代谢等多方位的研究[29]，以及利用基因芯片，研究幼
年 Snord116 基因敲除小鼠在饱食和禁食条件下下丘脑的基因表达。[30] 
Snord116 基因敲除小鼠构建过程如图 1 所示：首先，从小鼠的细菌人工染
色体 RP23-371M8 和 RP23-309E15 上克隆基因序列，这两条序列正好位于
Snord116 基 因 的 两 侧 。 在 这 两 条 序 列 的 中 间 部 位 分 别 克 隆 插 入
Loxp-Frt1-Neo-Frt1 和 Frt5-puro-TK-Frt5-Loxp 两个片段。通过两次同源重组，获
得 BRUCE4 ES 细胞。分别用 Neo 和 Puro 作为两次同源重组筛选的抗性基因。















除。因此得到的重组 ES 细胞中，Snord116 基因两侧只分别插入了一个 Loxp-Frt1
（左侧），和一个 Frt5-Loxp（右侧）。将该 ES 细胞植入囊胚期胚胎内细胞团中，
发育形成一个嵌合体小鼠。该嵌合体小鼠的部分后代即为 Snord116 基因两侧做
过改造的小鼠。这种小鼠与表达 Cre 的小鼠交配产生的后代即为所需的可以选择
性敲除 Snord116 基因的小鼠。给小鼠喂食诱导 Cre 表达的药物后，Cre 可以介导





图 1：Snord116 基因敲除小鼠构建过程 
Fig.1：Generation of Snord116 knockout mouse 
 
1.2.2 Snord116 基因敲除小鼠的性状 





基因敲除小鼠中 Ghrelin 的水平是正常小鼠的 3 倍，在饱食的敲除小鼠中 Ghrelin
的水平高达正常小鼠饥饿 24 小时后的水平（图 3）。这与 PWS 病人的过食行为
与 Ghrelin 的水平为正常值的 3 倍的症状是一致的。故此，在 Ghrelin 的失常现
象上，Snord116 基因敲除小鼠是非常准确的动物模型。 


















（Leption 突变）小鼠[30]，以及 Stat3 突变小鼠[31]。因此，我们提出一个假说：
下丘脑的发育异常导致了 Snord116 基因敲除小鼠幼年期对进食调节的失常，从
而导致了以后的过食行为。 







图 2 ：(A)Snord116 基因敲除小鼠的日进食量;(B) Snord116 基因敲除小鼠进食
时间间隔 




图 3 ：Snord116 基因敲除小鼠血液 ghrelin 含量 
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